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近年 のモノ クローナル抗体(mAb)作製技術の確立 は、fluorescenceactivatedeell
sorter(FACS)の開発 と相 まって細胞 マーカーの免疫学 的および生化学的解析 に大 きな進
展を もた らした。 さらに、遺伝子工学 的手法 とともに、細胞の分化 ・増殖 に重要な役割 を
はたす細胞膜 上の機能分子の解析にその威力を発揮 している。
細胞の分化 ・増殖機構 の解明は現代 の生物学 における中心課題 のひ とつである。生体 は
個 々の細胞動 態 を厳密に コン トロールす ることにより、個体 の恒常性を維持 している。一
方 、悪性腫瘍 は、細胞癌遺伝子の異常 な どにより引 き起 こされ るが、その生物学的性状 に
は不明 な点が多 く、その本態解明のため には正常細胞 の分化 ・増殖機構の解析 か ら得 られ
る知見 が重要 となる。
今 日、細胞 の分化 ・増殖が免疫学や発癌 といった医学、細胞生物学 の共通課題 とな った
背景 には、上皮細胞、 リンパ球 あるい は造血細胞 などの哺乳動物細胞 の分化 ・増殖 が、増
殖因子 あるいは分化因子 とい った一連 のタンパク質群 により統 御 されているとい う認識 が
ある。 そ して、近年 の遺伝子 工学的手法 によ り、 これ らの因子 をeodeする遺伝子 のク ロ
ー ン化 がほぼ終結 しつつ ある現在 、研究 の中心 はそれ らの受容 体 とそれを介す る細胞内情
報伝達 へ と移行 している。 その結果、刺激応答 の初期過程 の解析が進行 し、細胞癌遺伝 子
産物 が刺激伝達 の流 れの内で理解 され っっあ る。 しか し、interleukin1(IL-1)、IL-3
な どが種 々の標 的細胞 に対 して、その分化段階あ るいは代謝状況 に応 じた様 々な応答を引
き起 こす ことは、生理活性因子 一受容 体系により誘導 される細胞応答が、受容体の発現 に
よ り一義的に規定 されないことを示 している。
リンパ球は種 々の分化段階 をへて最終 的な免疫担 当細胞 として機能 しこれ らの解析 に適
した場を提供 してお り、 とりわけT細 胞 は免疫応答 の中心的役割 をはた してお りその解析
が進んで いる。T細 胞 の分化 ・増 殖において細胞膜上 の分子は重要な役割をはた してい る。
即 ち、1)生 理活性因子 の受容体 あ るいは、2)細 胞接着を介 した直接的な細胞間相互
作用 の認識分 子 などと して機能す る。
通常、T細 胞 の活性化において、抗 原は"competence"signalをIL-2は'progres-
sion"signalを与え ると考え られている。即 ち、抗原刺激は、IL-2recePtor(IL-2R)
の発 現 を 誘導 す る こ とに よ りT細 胞 のIL-2に 対 す る反応 性 を 規 定 し・ さ らに ・IL-2は
transferrinreceptor(TrfR)の発現 を 誘導 す る とい った カ ス ケー ドが想 定 され 、活 性 化
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早 期 に誘 導 され る膜 変 化 は重 要 な役 割 を有 す ると考 え られて い る。
さ らに、T細 胞 の 分化 ・増 殖 には可 溶性 因 子 の み な らず 、細 胞 接 着 を 介 した直 接 的 な 相
互 作 用 が 重要 な役割 を 漬 じる。T細 胞 によ る抗 原認 識 は、 接着 分 子 との共 同 の もと に、T
細 胞受 容 体(TcR)が 標 的 細 胞上 の主 要組 織適 合性 抗 原複 合 体(MHC)に 結 合 した抗 原 を 認
識 す る。TcRは 通 常 α鎖 、 β鎖 か らな るbeterodimerがCD3抗原 系(CD;cluster。f
differentiation)と複 合 体 を形 成 す る こ とが知 られ て い る。
本 研 究 で は 、以 上 の事 実 を踏 まえ 、 モ ノ ク ロー ナル抗体 を用 い て、 正 常 およ び腫 瘍 細 胞
の分 化 ・増殖 機 構 の 一 端 を明 か とす る 目的 で主 と して リンパ 球 を解 析 の場 と し、1)ラ ッ
トお よび ヒ トの系 に おい て細 胞 増殖 関 連抗 原 と して同 定 され た 分 子 量125,000の糖 タ ンパ
ク質(gp125,gp;gユycoprotein)の発 現 に関 与 す る細胞 内刺 激 伝 達機 構 を種 々 の刺 激剤 を
用 いて解 析 した。 ま た 、活 性 化T細 胞 の静 止 期 へ の移 行 に伴 うgp125の 発 現 変 化 を解 析 し
た。2)ラ ッ トTcRc。叩lexを 形成 す る と考 え られ る分子 量25 .000のタ ンパ ク質 を 認
識 す る1F4mAbを 作 製 し対応 抗 原 の生 化 学 的性 状 お よ び免疫 学 的 な機 能 解 析 を 行 った。 さ
らに 、抗 原特 異 的 な癌 化 学療 法 モデ ル の確立 を 目的 と し、3>細 胞 増 殖 関連 抗原(gp12
5)に 対 す るmAbを 用 い抗 体 修 飾 リボ ソー ム を作 製 しinvitroに お け る抗腫 瘍 効 果 発 現




ラ ノ トおよ び ヒ ト膀 胱 癌 細胞 を免疫 原 と して作 製 され たmAb、B3q-4,およ びHBJ1271～
-51は、 それ ぞ れ ラ ッ トおよ び ヒ ト細 胞上 に発 現 し、分 子 構造 お よび組織 分 布 よ りhom。-
10gueであ る と考 え られ る細胞 増 殖関 連 抗原(gp125)を認 識 す る。gp125抗原 は種 々 の腫
瘍 細 胞 を 含 む 増 殖 期 細 胞 上 に検 出 されq・5}、 この抗 原 発 現 は リ ンパ球 活性 化 過程 と密 接
に関 連 す る こ・とが 明か と され て い るC3・4)。
近 年 、 抗 原 刺 激 に よ り引 き起 こ され る リンパ球 の 増殖 応 答 の 初 期過 程 にお い てprotein
kinaseCの活 性 化 お よび 細 胞 内 カル シ ウム イ オ ン濃 度 の上 昇 が 重要 な役割 を 果 たす こ とが
明か と され て い るcF・-1D。さ らに 、発 癌 プ ロモー ター で あ るphorbolesterはprotein
kinaseCを選 択 的 に活 性 化 しc12-13)、また、calciumionophoreは細 胞 内 に カ ル シウ ム
イ オ ンを 導 入 す る こ とか ら、両 者 を 用 い る こと に よ り、細 胞 外 か らの刺 激 を細 胞 膜 をby-
passして伝 達 で き る こ とが 知 られて い る。
本 章 にお い て は、 まず リンパ球 にお け るgpl25抗 原 の発 現 機 作 を種 々の 刺激 剤 を用 いて
解 析 した 。 続 いて 、 活 性 化 リンパ球 が 細胞 分 裂 を 終 了 した後 、 再 び静止 期 へ移 行 す る過 程
のgp125抗 原 の 発現 変化 を 解析 した。
第2節 ラットT細胞における細胞増殖関連抗原の発現機構の解析
9P125抗原 は、T細 胞 活 性化 過 程 に お い て、DNA合 成 に先 行 しG!a期 に 顕 著 な発 現 が誘
導 され る。T細 胞 の活 性 化初 期 過 程 に は、proteinkinaseCの活 性化 と細 胞 内 カ ル シ ウム
イ オ ン濃 度 の 上 昇 の両 者 が重 要 な役割 を 果 た して お り、前 者 はphorbolesterであ る
phorbolmyristateacetate(PMA)によ り、後 者 はcaleiumionophoreA23187によ り独
立 して 刺 激 す る こ とが で きる。 そ こで 、 まずPMAとA23187の ラ ッ トナ イ ロ ン非 付着 性 脾
細 胞(脾 臓T細 胞)の 増 殖誘 導 能 を検 討 した(Fig.1-1)。そ の結 果 、PMA単 独 で はDNA
合 成 は誘 導 され ず 、A23187単独 も6時 間刺 激 で は無効 で あ った が 、24時 間刺 激 を行 っ
た場 合 、 高 濃 度 で 弱 いDNA合 成 が 認 め られ た 。 しか しな が ら、A23187をPMAと と もに加
え る と24時 間 刺 激 のみ な らず 、6時 間刺 激 の場 合 もA231870.3μM以上 で 顕 著 なDNA
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合成 の誘 導 が 認 め られ た。 そ こで以 下 の実 験 で は相乗 作 用 の明 か なPMA





































gp125は前 述 した よ うに、concanavalinA(ConA)などのmitogenおよ び抗 原 な どの
刺激 に よ りそ の 発現 が強 く誘導 され る。 そ こで、PMAとA23187に よ る刺 激 がgp125抗 原
の発 現 に おい て 、ConAな どの刺 激 を 代替 で きる か否 か にっ いて 検 討 した(Fig.1-2)。ラ
ッ ト脾 臓T細 胞 を24時 間 刺激 した場 合、PMA単 独 は ほ ぼ無 効 で あ りA23187単独 も弱 い
効 果 しか 示 さな か った 。 しか しな が ら、PMAとA23187の 両者 を用 い る こと に よ り顕 著 な
gp125の発現 が誘 導 され た(Fig.1-2A)。次 に、両 者 の相乗 作 用 を よ り明 か とす る 目的 で 、
刺 激 剤 と と もに6時 間培 養後 、新 た な培養 液 で さ らに18時 間 培 養 した俊 のgp125抗 原 の
発現 を 検討 した(Fig.1-2B)。そ の結 果 、PMAあ るい はA23187単独 で は無 効 で あ るが、 両
者 を共 存 させ た場 合 、6時 間 の短 時 間 刺激 で24時 間刺 激 を行 った 場 合 と同様 に顕 著 な












































次 に 、PMAとA23167に よ る9P125抗 原 発 現 に お け る細 胞 外 カル シ ウム イ オ ンの役 割
を検 討 す るた め培 養 液 にEGTAを 加 え 同 様 な実 験 を行 った(Fig.1-・3)。そ の結 果 、PMAと
A23187によ る9P125抗 原 の 発現 誘 導 はEGTAに よ りDNA合 成 と と もに強 く阻 害 され たが 、

































cyclicAMP(eAMP)およ びcGMPな どの サ イ ク リ ックヌ ク レ オチ ドはmitogen等に よ る
リンパ球 活 性 化 にお け るsecondmessengerとして 作 用す るこ とが知 られ て い るua-16・。
そ こで 、ConAお よ びPMA+A23187に よ るT細 胞 活性 化過 程 に お け るgp125抗 原 の 発
現 に お よぼ す サ イク リック ヌク レオチ ドの影 響 をdibutyrylcAMP(dbcAMP>、dbcGMPおよ
びadenylatecyclase活性 化剤 で あ るforskolin(i7〕を用 い て 検 討 した(Table1-1)。
その 結 果 、ConA刺 激 に よ る ラ ッ ト脾臓T細 胞 のgp125抗 原 誘 導 お よ びDNA合 成 に対 し
てdbcAMPお よ びforskolinは抑制 的 に作 用 した。 一 方 、dbcGMPはConA刺 激 に よ る ラ
ッ ト脾 臓T細 胞 のDNA合 成 を促進 す る傾 向が 認 め られ たがgp125抗 原 発 現 に対 して は 無
効 で あ った 。 また 、 これ らの サ イ ク リッ ク ヌク レオ チ ド誘 導 体 お よ びforskolinは単 独 で
は無 効 であ った。
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次 に、PMA+A23187刺激 時 に これ らを共 存 させ 、 ラッ ト脾 臓T細 胞 応答 に 対す る影 響 を
検 討 した。 本 実 験 で は ラ ッ ト脾 臓T細 胞 をPMA÷A23187によ り6時 間刺 激 した後 、新 た
な 培 養 液 で培 養 を続 けgp125抗 原 発 現 お よびDNA合 成 を検 討 した。 その結 果 、ConA反
応 に対 して と同 様 にdbcAMPはgp125抗 原 発 現 お よ びDNA合 成 に対 して抑 制 的 に作 用 し
た 。 ま たdbcGMPもConA反 応 に対 して と同様 な 作 用 を示 した。 しか しな が ら、forsko・-
1inは終 濃 度1GμMま で 、PMA+A23187刺激 に よ るgp125抗 原 発 現 お よ びDNA合 成 に


































分 化 ・増殖 過 程 で リンパ球 はIL-2RやTrfRな どのfactorreceptorやMHCclass2
抗 原 な どを異 な った タイ ミン グで 発 現 して くる 〔18・19,。ヒ ト9P125抗原 はConA刺 激
によ るT細 胞 活 性 化 過 程 に お いてIL-2RやTrfRに 先 行 して発現 す る こと が認 め られ てい
る。 そ こで、PMA+A23187刺 激 に よ る9P125、IL-2Rお よ びTrfRの 発 現kineticsに
つ い て検 討 した 。 そ の結 果 、 ヒ トの 系 に お いて はConA刺 激 の場 合 と同様 にgp125、IL-
2R、TrfRの順 に 細 胞 表 面 に発 現 が 認 め られ た(Fig.1-4)
次 に、 同様 な 発 現kinetiesの検討 を ラ ッ トの 系で 行 うた(Fig,1-5)。そ の結 果 、 ラ
ッ トの 系 で は9P125とTrfRの 間 に は 明 か な発 現kineticsの解 離 が 認 め られ た が 、9P
125がIL・-2Rとはほ ぼ 同様 な 発現patternを示 した。 この場 合 、 刺 激 開始 か ら6時 間 後 ま




















































gp125抗原 は検索 した限 りす べ ての 腫 瘍細 胞 上 に発現 が認 め られて い る。 そ こで 、 これ
らの細 胞 上 の9P125の 発 現 に及 ぼすPMAお よ びA23187の影響 を検 討 した 。Molt-4およ
びJurkatは いず れ も ヒ トT細 胞 白血 病 細胞 で あ りgp125は 顕著 に発 現 して い るが 、IL-
2Rの 発 現 は認 め られ な い。 まず 、 これ らの細 胞 のgp125お よ びIL-2Rに 対 す るPMAの
影 響 を検 討 した(Fig.1-6)。Molt-4をPMAと と もに24時 間培 養 す る と、明 か なIL-
2Rの 誘 導 が認 め られ た が 、Jurkatには検 出 され なか った 。一 方、gp125に 対 して は ほ と
ん ど無効 であ った 。
次 に、非 リ ンパ系 組織 由 来 の腫 瘍 細 胞AH-13、MGH-U1にっ い て 同様 に検 討 した(Fig.
1-7>。ヒ ト膀 胱 癌細 胞MGH-U1に お い て は ほ とん どgp125抗 原 の発 現 に変 化 は誘 導 され
ず 、 また ラ ッ ト肝 癌 細 胞AH-13に お い て もA23187によ りわ ず か にgp125抗 原 の発現 が














































ConA刺激後 の ラッ ト脾臓T細 胞の細胞数変化のkineticsをFig.1-8に示す。Con
A刺 激3日 後 に、 ラッ トT細 胞 にほぼ同調的 な細胞分裂が認め られた。 この時新たな刺激
を加 えなけれ ば、細胞 は再 び分裂する ことな く、除々に小型の静止期 リンパ球 に近 い状況
へ と移行す るC2e)。また この段階 で死細胞が除々に培養中 に現れ るため、小型 リンパ球 へ
と移行す る細 胞 を解析す るためには、Fico1を用いた不連続密 度勾配遠心 にて生細胞 を濃
縮す ることが必要で あった。
次 にこの静 止状態 にもどりつつある細胞のIL-2およびConAに よる再 刺激に対す る距
答性 を検討 した(Table1-2>。その結果、 これ らの細胞のIL-2に対す る応答性 は速やカ
に低下す るが 、ConAに よる再刺激 に対 してはほぼ同等 に反応す ることが認め られた。 そ
こで これ らの細胞 の9P125、IL-2RおよびTrfRの 発現変化を細胞容積 の変化 とあわせて
解析 した(Fig.1-9)。その結果、 ラッ ト脾臓T細 胞 は刺激後2日 めに細胞容積が最大 と
な り、3日 め にほぼ同調 的に分裂 した後 に、除 々に細 胞容積が減少す ることが認め られたc
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この 時 、TrfRの発 現 は2日 め で最大 とな り、3日 め では す で に明 か な消失 が認 め られ 、5
日め の 細胞 で は ほぼ 未 刺激 の細 胞 と同 様 とな った。 これ に対 して 、gp125およ びIL--2Rは
































































































静 止 期 リンパ 球 へ の抗 原 あ るい はmitogen刺激 は細 胞 の形 態 ・機 能 変 化 にっ な が る種 々
の 細 胞 内生 化 学 的反 応 を誘 導 す る 〔6-IL21'23)。例 えば、ConAは イ ノ シ トー ル リン脂質
の分 解 によ るproteinkinaseCの活 性 化 や 細 胞 内 カル シウ ム イ オ ン濃 度 の上 昇 等 を誘 導
す るc21)。さ らに 、 リンパ球 の活 性 化 に はサ イ ク リッ ク ヌク レ オチ ドの関与 も知 られ て い
る。 通 常 、細 胞 内cAMP濃 度 の上 昇 は イ ノ シ トー ル リン脂 質 の分 解 抑 制(24〕、IL-2産生 の
抑 制{25)およ びTrfRの 発現 誘 導 の阻 害(26}等に よ り、 リンパ球 の活 性 化 に対 して 抑制 的
に作 用 す るが 細 胞 内cGMP濃 度 の上昇 は む しろ促進 的 に作 用す る ことが知 られ て い るc27,。
何 れ の刺 激 伝 達 系 が 最終 的 な増 殖 応答 に 結 び 付 い て い るか は不 明 であ るが、 細 胞 増 殖関 連
抗 原(gp125)のT細 胞 活 性 化 過 程 に お け る発 現 に はproteinkinaseCの活 性 化 お よ び カ
ル シ ウ ム イオ ンの動 員 の両 者 が必 要 で あ る こ とが示 され 、gp125の発現 が リンパ球 活 性 化
と密 接 に 関連 す る こ とが 示 唆 され た。 ま たcAMP濃 度 の上 昇 は9P125発 現 に対 して抑 制 的
に作 用 したがcGMPは 影 響 を示 さなか っ た。
リンパ球 活 性 化 過 程 にお い て9P125お よ びIL-2RはG1、 期 に 、TrfRはそ れ に引 き続
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くGIb期 に発現 す る こ とはす で に知 られ て い るがq3・19}・PMA+A23187束il激した リ ン
パ球 にお け るgp125、【L-2RおよびTrfRの 発 現kineticsを検 討 した 結 果 、 ヒ トで は 、
gp125-IL-2R-TrfRの順 に発 現 が認 め られ た が 、 ラ ッ トで はgpi25とIL-2Rの 発 現
kineticsに解離 は認 め られ な か った。 しか し、 い ず れ もTrfRの 発 現 には先 行 した。 ヒ ト
お よ び ラ ッ トの 系 に お け る差 異 の原因 に つ いて は以下 の可 能性 が考 え られ る。
1)B3mAb(抗 ラ ヅ トgp125)およ びHBJ127mAb(抗ヒ トgp125)あるい はMRCOX-
39mAb(抗ラ ッ トIL-2R)およ びanti-TacmAb(抗ヒ トIL-2R)が認 識 す るepitopeの
性状 に よ る発 現kineticsの差 異 。2)ラ ッ トで は脾 細 胞 由 来 のT細 胞 を用 い て い る の に
対 して ヒ トで は末 棺 血 由来 の リンパ球 を もち いて い るた め、 等 が あげ られ る。 今後 、 そ れ
ぞれ の 皿RNAの検 出 が で きるよ うにな れ ば よ り詳 細 な解析 が 可 能 とな ると思 わ れ る。 ま た
現在 、IL-2Rは 皿ultichaineomplexからな る こ とc2s)が明 か と されて お り、 本研 究 で 用
いたmAbが 認 識 す るIL-2R軽 鎖 の発 現 調節 の み な らず機 能 的 【L-2Rを構 成 す るた め に 必
要 と されて い るIL-・2R重鎖(p75)の 発現 調 節 にっ いて も考 察 を 加 え る必 要 が あ る。
また分 裂 後 の細 胞上 のgp125に っ いて も検 討 した。 活 性 化 リンパ球 の休 止 期 へ の移 行 は 、
抗 原 へ の応 答 の終 結 や 免疫 学 的記 憶 な ど に関連 す る と考 え られ る。 しか し、 細 胞 の'off
signal"の実 体 につ い て は全 く不 明 で あ る。 今 回 の実験 で はgp125がTrfRに 比 して、 長
時 間 残存 す る傾 向が 認 あ られ 、 この系 で は、post-activatedcel1がG1、期 の細 胞 に相 当
す るphenotypeをもっ こ とが示 され た 。現 在 、post-activatedcellある い はmemory
eellmarkerとな り うる もの と してTa1、pgp-1あ るい は種 々の接 着 分 子 が 報 告 され て い
るが`29,、こ れ らとあ わ せ て検討 す る こ とに よ り、 休 止期 へ 移 行 す る細 胞 の解 析 が 可能 と
な る もの と考 え られ る。
これ まで述 べ た ご と く、gpl25抗原 は リンパ球 活 性 化 の非 常 に早 期 に発 現 す るが 、 そ の
機 能 的解 析 は ほ とん どな されて い ない 。 ヒ トの系 に おいて はHaynes等 に よ り作製 され た 、
HBJ127mAbと相 同抗 原 を認 識 す ると考 え られ る4F2mAbが 知 られ て い る13e・31)。ま た 、
マ ウ スの系 で は、C57BL/5の胸 腺 腫EL-4のIL-1依 存 性IL-2産 生 を促 進 す る 皿Abと
して 得 られ たRL388mAbが マ ウ スgp125抗 原 を認識 す る こ とが 報告 されて い るt32'。
4F2抗原 を含 めgp125抗 原 は増 殖 期 細胞 以外 に、 腎臓 の近 位 尿細 管 に極 め て 強 い発現 が 認
め られ る。 こ の知 見 を も とに物質 輸送 系 を検 索 した結 果、4F2mAbがNa←/Ca2†交 換 体 活
性 を阻害 す る ことが 報告 され て い る く33・34)。一 方 、4F2抗 原 の重 鎖 のcDNAがcloning
され 、 これ はC端 側 を細 胞 外 に もち単一 の膜 貫通 部位 を有 す る こ とが 明 か と され て い る
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{35・36)。 こ の結 果 か ら は、ionchannelを形成 す る とは考 え難 いが 、Na'/Ca2+交換 体 の
分 子 性状 が明 かで な く、 また9P125の 軽 鎖 の構 造 が不 明 の た め結 論 は得 られ て いな い。 し
か しな が ら、gp125抗原 の発 現 が 多岐 の組 織 に認 あ られ 、 また 細 胞 の 活性 化 早 期 に お こ る
こ と は、 その 機 能 が きわ めて 皿niversalなもので あ る こ とを 示 唆 す る。 今 後 は、mAbを 用
い て 同定 したgp125分 子 の生 物 学的 機 能 解 析 が 研 究 の主 題 と な るが 、培 養 細 胞 ば か りで な
く正 常 組 織 に お け る抗 原 発現 とそ の部 位 の機 能 的 関連 か らの知 見 がgp125分 子 全 体像 を把
握 す るた め の重 要 な情 報 を提 供 す る もの と考 え られ る。
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第3章 モ ノ ク ロ ー ナ ル抗 体 を 用 い た ラ ッ ト
CD3様 抗 原 の 同定
第1節 序 論
T細 胞 に対 す るモ ノ ク ロー ナル抗 体(mAb)は 、 そ の サ ブセ ノトの分 類 の み な らず 、 それ
を規 定 す る分 化 抗 原 の生 化 学 的 な解 析 を 可 能 と したc37'39'。そ の結 果 、T細 胞 上 の い くっ
か の表 面 抗原 がsigna1伝 達 に関 与 す る こ とが明 か とな って い る。 と りわ け、T細 胞 の 分
化 ・増 殖 におLいてCD3-TcRは中心 的 な役割 を演 じて お り、 ヒ トお よ び マ ウ スの系 で は、
CD3-TcRcomplexに対 す るmAbが 作 製 され て お り、 そ の機能 解 析 が数 多 くな され て い る 覧
4e-5v。 しか しなが ら、 ラ ッ トのCD3-TcRcomplexにつ いて は現 在 ま で ほ とん ど報 告 は な
い。 本 章 で は、 筆 者 らが新 た に作 製 した 、 ラ ッ トCD3を 認識 す る と考 え られ る1F4mAb
を用 い 、 その 対 応 抗原 の分 布 、生 化 学 的 性 状 お よ び免疫学 的機 能 にっ い て検 討 した 。
第2節 ラット丁細胞活性化に関連したモノクロー ナル抗体の作製
PMA+A23187によ り活 性 化 したF344ラ ッ ト脾 臓T細 胞 でBalb/cマ ウ スを免 疫 し、 得
られ た 脾細 胞 とマ ウ ス ミエ ロー マ細 胞 を常 法 に よ り融 合 し、抗 体 産 生 ハ イブ リ ドー マを 得
た 。 これ らの 培 養 上 清 中 の抗 体 を 、1)F344ラ ッ トT細 胞 と反 応 す る こ と お よ び2)
ラ ッ ト膀 胱 癌 細 胞BC47と 反 応 しな い こ と を基 準 に し、500well中33wel1を 選 択 し
た 。 次 に これ らの培 養上 清 のF344ラ ッ ト脾 細胞 に対 す るPMAと のco-stimulationas-
sayにて1F4mAb(lgM-rc)を産生 す るハ イ ブ リ ドー マを選 別 した(Fig.2-1)。IF4
mAbは、 限界 希 釈 法 に よ り クロー ン化 したハ イブ リ ドーマ を移 植 した マ ウ ス腹 水 よ り精 製
して 以下 の実 験 に用 い た。
第3節1F4抗体のラットリンパ系細胞との反応性
1F4mAbのラ ッ トリンパ系 細 胞 との反 応 性 をFAcsを 用 い て 検 討 した(Fig.2-2)。 そ
の結 果 、1F4mAbは 脾臓T細 胞 お よ び胸 腺 細 胞 とは反応す るが 、 骨 髄 細胞 とは反 応 しな い











































が 、 胸腺 細 胞 中 に は約20%の 高密 度 に発 現 して い るpopulationと約80%の 発現 量 の
比 較 的少 な いpopulationが認 め られ た。 一 方、IF4抗 原 は マ ウ スT細 胞 上 に は検 出 され
なか った。
次 に、1F4抗 原 とCD5(T細 胞marker)あ るい はslg(B細 胞 皿arker)の発現 を 、
二 重 染色 後FAcsに て検 討 した(Fig.2-3)。そ の結 果 、脾 細 胞 に お いて1F4抗 原 の 発現
はCD5陽 性 のT細 胞 に認 め られ 、slg陽 性 のB細 胞 に は検 出 され なか った。 胸 腺 細胞 にお
いて は、IF4抗 原 の発 現 が高 密度 のpopulationには同様 に強 いCD5の 発 現 が認 め られ た。
また 、 凍結 組 織 切片 を用 いた 免疫 組 織 学 的 検索 の結 果 、脾 臓 に お け る1F4抗 原 の 発現 は 、
T細 胞 領 域 で あ るperiarteriallymphatiesheathに主 と して認 め られ、 これ は抗CD5
mAbを用 い た結 果 とよ く一 致 した(Fig.2-4a)。ま た、胸 腺 に お いて は 、髄 質 細胞 が皮 質
細胞 よ り も強 く染色 され た(Fig.2-4b)。これ らの結 果 は 、1F4抗原 がT細 胞 分 化過 程 に















































































































































































































































































さ らに、1F4抗 原 の既 知 の ラ ッ トT細 胞 抗 原 との異 同 を 明 か とす るた め に、1F4抗 原 を
・1F4mAbによ りmodulateさせ た後 の細 胞 を抗 ラ ッ トCD5mAb、 抗 ラ ッ トCD2rnAbおよ び
MRcox-52mAbによ り染 色 しFAcsを 用 いて解 析 した(Figl2-5)。 その 結 果 、1F4抗 原
をmodulateさせ た後 もCD5、CD2お よ びOX-52抗 原 の発 現 は変 化 しな い こ とか ら、1F4










































ラ ッ トT細 胞 を1251標 識 後 、
て免疫 沈降 した後、
NP-40に て 可 溶 化 し 、IF4mAb結 合Affige1-10を 用 い
sDs-PAGEにて 解 析 し た(Fig.2-6)。 そ の 結 果 、1F4皿Abは ラ ッ ト
T細胞上 の分子量約25,000の抗原を認識す ることが示 された。 また、1F4抗原分子近 傍
の構 造 を 明か とす るた め に、 ラ ッ トT細 胞 を1251標 識 後 、
propionate)
dithiobis(suceinimidy1
(DSP)にて細胞表面分子を化学 的に架橋 し、同様に免疫沈降 し解析 した
(Fig.2-6右)。 そ の結 果 、DsPに よ る架 橋 に よ り、1F4抗 原 に加 えて 、 分 子量52,000






















































次 に 、 これ らを複 合体 と して解 析 す る こ とを 目的 と し、:251標識T細 胞 をdigitonin
で可 溶 化 し同 様 に解 析 した(Fig.2-7)。そ の結 果 、IF4抗 原 と会 合す る二 種 の タ ンパ ク質
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1F4mAbのラ ・ソ トT細 胞 のConA反 応 、ailoMLRおよびIL-2反 応 に対 す る影 響 を 検
討 した(Fig.2-8)。その結 果 、1F4mAbは ラ ッ トT細 胞 のConA反 応 お よ びalloMLR
を 阻止 す るが 、1L-2反応 に は影 響 しな い こ とが示 され た。
そ こで1F4mAbのConA反 応 抑制 機構 を精 査 した。 まず 、C。nA反 応 開 始 後 、O、8、
24時 間後 に1F4mAbを 添 加 しそ の影 響 を検 討 した(Fig.2-9)。 そ の結 果 、IF4mAbは
ConA反 応開 始 の初 期 に存 在 す るこ とが その 阻害 活性 に重要 で あ る こ とが 示 され た 。 そ こ
で 、ConA反 応 の初 期 応 答 と して 、1)活 性 化 抗 原(B3、IL-2Rおよ びTrfR)の 発 現
(Fig.2-10)および2)IL-2産 生(Fig.2-1t)を取 り上 げ、1F4mAbの 影響 を検 討
した。 その結 果、1F4mAbに よ るConA反 応 の阻 止 は、活 性 化抗 原 の 発現 お よびIL-2産
















































































































1F4抗原 が1F4rnAbによ り 而odulateされ る こ と はす で に述 べ たが 、 こ の 時1F4抗 原
は培 養 液 中 か ら1F4mAbを 除 去 す る こ とに よ り細 胞 表 面 に再 発現 す る(Fig.2-12)。そ
こで 次 に 、1F4抗 原 の 再 発現 とallo抗 原 に対 す るT細 胞 の反 応 性 の 回復 の関 連 を を検 討
した(Fig.2-13>。そ の結 果 、1F4mAbを 培 養 液 か ら除去 す る こ とに よ り、T細 胞 は再 び
allo抗原 に 対す る反 応性 を 回復 す る こ とが示 され た。
第6節1F4抗体によるラットT細胞の増殖誘導
1F4mAbのラ ッ トT細 胞増 殖 誘 導能 に つ い て検 討 した(Table2-1)。そ の 結 果、IF4
mAbはmitomycinC(MMC)処理 自 己脾細 胞 の存 在 下 、PMAと 共 に刺激 す る こ とに よ り、 ラ
ッ トT細 胞 に 顕 著 なDNA合 成 を誘 導 した。
次 に、wellに吸 着 させ る こ とに よ り固相 化 した1F4mAbの ラ ッ トT細 胞 増殖 誘 導 能 を
検 討 した(Fig.2-14)。その結 果、 固相 化 した1F4mAbはPMA非 存在 下 に ラ ッ トT細 胞
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1F4mAbはラ ッ トT細 胞 表 面の 分 子 量25,000の 抗 原 を 認識 す る こ とが 示 され た。 さ ら
に、 そ の近 傍 に はdisulfide結合 に よ り分 子 量92,000のheterodimerを形 成 す る分 子
量52,000と43,000の 二 種 の タ ンパ ク質 が 同定 され た。 ヒ トCD3抗 原 は少 な くと も、 そ
れ ぞ れ 、分 子 量25,000お よ び分子 量20,000の 糖 タ ンパ ク質 で あ る γ鎖 、 δ鎖 お よび分
子 量20.000の 糖 鎖 を持 た な い ε鎖 か ら構 成 され 、 通 常 、分 子 量43.OOOか ら49,000の
α鎖 と分 子 量38,000か ら44,000のβ鎖 か らな るTcRheterodimer(α/β)と非共 有結
合 で複 合体 を 形 成 して い る(52♪。 ま た最 近TcRdimerと して 新 た に 〃 δ`53)あ るい は
γ/γ`5n'が同 定 され て い る。 また 、抗CD3rnAbおよ び抗TcRmAbはT細 胞 にagonis-
tic「d1`45'47'A9)ある いはantagonistic`55'57,に作 用 す る こ とが 知 られ て い る。 しか
しなが ら、 ラ ッ トCD3-TcR複合体 につ い て は ほ とん ど知 られ て い な い。1F4抗 原 は そ の分
布 、 分子 構 造 お よびT細 胞 の活 性 化 に お け る機 能 的重 要 性 に お い て い ま まで に報 告 され て
い る ヒ トあ る い は マ ウ スCD3と きわ め て類 似 して お り、 そ の近 傍 に同 定 され たhetero-
dimerを形 成 す る二 種 の タ ンパ ク質 も、 分子 量 的 に ヒ トあ るい は マ ウスTcRと ほぼ 一 致 し
た 。
CD3抗原 は少 な く と も三 種 の タ ンパ ク質 γ 、 δ 、 ε 鎖 で構 成 され 、 これ らが 非 共有 結
合 で会 合 した 複 合体 で あ る こ とが知 られ て い るC53'ら1)。今 回 の免 疫沈 降 の結 果 で も、 分 子
量25,000の1F4抗 原 に 加 え数 種 の タ ンパ ク質 が 検 出 され たが 、 各componentの関 連 は不
明で あ る。 ま た、1F4mAbはT細 胞 に対 しagonisticある い はantagonisticに作 用 し
たが その 際 、T細 胞 に誘 導 され る シグ ナ ルの 生 化学 的解 析 の必 要 が あ る。 これ らに つ い て
は、 現 在 検 討 中 で あ る。
1F4抗原 は ラ ッ トT細 胞 の シグ ナル 伝 達 に 重要 な ば か りで な く、 そ の発 現 はT細 胞 の分
化過 程 に密 接 に 関連 す る もの と考 え られ る。CD3-TcR複合 体 に つ いて は ヒ トお よ び マ ウス
の系 で か な りの知 見 が蓄 積 され て い る が ラ ッ トの系 に おけ る相 同性 を確 認 す る とと もに 新
た な生 物 学 的 重 要 性 の解 明 の た め の貴 重 なmarkerと な る もの と考 え られ る。
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第4章 細 胞 増殖 関連 抗原 に対 す るモ ノ ク ロー
ナル抗体 の癌 化学 療法 へ の応 用
第1節序 論
腫 瘍細 胞 に対 す るmAbは 、対 応 抗原 の生 化学 的 解 析 の み な らず 、癌 の診 断 ・治療 へ の応
用 が 試 み られ て い る。 と りわ け 、皿Abを用 いた抗 原 特 異的 な 制 癌 剤 あ るい は毒 素 の腫 瘍 細
胞 へ のtargetingは、 そ の 作 用 の増 強 お よび副 作 用 の軽 減 が 期待 され て い る。 現 在 ま で に、
mAbを リガ ン ドと した 薬 物 ・毒素 のtargetingにっ いて は数 多 くの手 法 が 開 発 され て い る
が 、 なか で も制 癌 剤 封 入 抗 体 修飾 リボ ソー ム(chemoimmunoliposomes:CIL)は封 入す る薬
物 の選択 が 可能 で汎 用 性 が 高 いt62-65}。
しか しな が ら、 癌 治 療 に有 効 なCIL作 製 に適 したmAbの 選 択 基 準 は明 か で な い。 本 章
で は 、細胞 増 殖 関連 抗 原(gp125)q'5'に 対 す るmAbを 用 いたCILのinvitroに お
け る抗 腫瘍 効 果 を検 討 す る と と もにそ の細 胞 傷 害活 性 と、用 い た抗gp125mAbの 標 的細 胞
上 の抗 体結 合 部 位数 く以 下 、 抗原 量)お よ び標 的細 胞 との親 和 性 との 関 連 につ いて考 察 す
る。
第2節細胞増殖関連抗原に対するCILの作製
ま ず最 初 に 、N-hydroxysuccinimidyl3-(2-pyridyldithio)propionate(SPDP)によ る
抗 体SH化 の 至 適条 件 に つ いて 、B3raAb(抗ラッ ト9P125)をを用 い て検 討 した。 その結
果 、SPDP濃度 の 上昇 に伴 い抗 体 に導 入 され るSH基 数 は増 加 す る こ とが 示 された(Fig.
3-1)。しか しな が ら、 抗 体 に対 しモ ル比20倍 以 上 のSPDPを 用 い る とB3mAbの 標 的細
胞 へ の結 合能 が 低下 す る ことが 示 され た(Fig.3-2)。ま た40倍 量 のSPDPに よ り抗 体 の
沈澱 が生 じた。 そ こで抗 体 に対 し、モ ル比5倍 のSPDPを 用 い1分 子 あた り約2.3個 の
SH基 を導 入 した抗 体 を用 い、 抗 体修 飾 リボ ソー ム(irnmunoliposomes:IL)を作 製 した結
果 、脂 質1μmolあ た り60μ9のconjugationが 認 め られ 、mAbの 回 収 率 は約80%
と良 好 で あ った。 次 に作 製 したILにNa†/K'イ オ ン勾配 を 用 い て{66'671adria皿ycin
を封 入 し、CILを 作 製 した結 果 、脂 質1μmolあ た り15μ9のadriamycinの 封入 が認
め られ 回収 率 は 約75%と 良 好 で あ った。 ま た、 この結 果 を も と にHBJIZ7mAb(抗 ヒ ト
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14C標識[Lを 等 分 し、一 方 はILと し、 他方 はadriamycin封入 俵CILと して標 的細
胞 に対 す る結 合 能 を検討 した(Fig.3-3)。そ の結 果 、作 製 したILお よ びCILは と もに
抗 原 特 異 的 に ヒ トお よ び ラ ッ ト由来 の 膀胱 癌 お よ びTlymphomaに結 合す る こ とが 示 され
た。 ま たCILの 標 的細 胞 に対 す る結 合量 はILの 結 合量 に比 して若 干 低 値 を示 した。 非 特
異 的 結 合 は シ ス テ イ ンを修 飾 した リボ ソー ム と変 わ らなか った。 また、HBJ127-ILおよ び
HBJ127-・CILの結 合量 は ヒ トTlymphomaMolt-4に比 し ヒ ト膀 胱 癌T24が 高値 を 示 した。
同 様 にB3-ILお よ びB3-・CILの結 合量 は ラ ソトTlymphomaFTL-13に比 し ラ ッ ト膀 胱 癌
BC47が高値 を示 した 。
次 に 、CIL結 合 の抗原 特 異 性 を過 剰 量 の遊 離抗 体 を 用 い たcompetitivebindingin-
hibitionassayにて検 討 した(Fig,3-4)。その 結 果 、B3-CILのBC47に対 す る結 合 は、
HBJ127mAbでは 影響 を うけ ない がB3mAbに よ り阻 止 され る こ とが示 され た。 一 方 、 同様
にHBJ127-CILのT24に対 す る結 合 はHBJ127mAbによ って の み 阻害 され た。 これ らの結
果 は 、CILと 標 的細 胞 の結 合 は特 異 的 な 抗原 抗 体 反応 に よ る もの で あ る こ とを 示 して い る。
第4節 標的細胞に対する抗gp125抗体結合のScatchardplotanalysis
前述 した よ うに、 抗gp125CILは ヒ トお よ び ラ ッ トの いず れ の 系 に お い て もTlym-
phomaに比 し、 膀 胱 癌 に対 して高 い結 合 性 を示 した。 この差 異 に は標 的細 胞 上 の抗 原 量 あ
るい は抗 体 の標 的細 胞 に対 す る親 和 性 が 関与 す る と考 え られ る。 そ こで 、 これ らとCILの
標 的細 胞 に対 す る結 合性 との 関連 を明 か とす るた め に1251標 識 抗gp125皿Abを 用 いた
Seatchardplotanalysisを行 った(Fig.3-5)。そ の結 果 、 ラ ッ トの系 にお け るB3抗
原量 はBC47で3.4x105sites/ce11、FTL-13で1.1x105sites/ce11と膀 胱癌 が よ
り高 値 を示 した。 一 方 、B3mAbの これ らの細 胞 に対 す る親和 性 は ほぼ 同 等 で あ った(Ka
=1.3xIOLaM'1)。また ヒ トの系 にお いてHBJ127抗 原 量 はT24に お いて8 .4x105
sites/cell、Molt-4にお い て4.4x105sites/eellと同様 に膀 胱癌 が高 値 を示 した。 ま















































































腫 瘍 細 胞 と遊 離adriamycin、B3-CILおよ びHBJ127-CILを30分反 応 後 洗浄 し、24
時 間 培 養 後 の[3H]TdR取り込 み を指 標 に、CILの 標 的 細 胞 傷害 性 を検 討 した(Fig・3-6)。
そ の結 果 、 ヒ トお よ び ラ ッ トの 系 にお い てCILは 膀 胱癌 に対 して は抗 原特 異 的 な細 胞 傷 害
性 を示 したがTlymphomaに 対 す る作 用 は弱 か った。 また この条 件 にお い て遊 離adria-
mycinの 【C5臼(μ9/ml)はBC47;O.27、FTL-13;O.26、T24;0・42・Molt--4;0・54
で あ った 。一 方mAb単 独 で は効 果 は認 め られ なか った。
次 に標 的細 胞 を 過剰 量 のmAb存 在 下 、CILと30分 反応 後 洗浄 し、4日 間 培 養 後 の生 細
胞 数 をtrypanbluedyeexclusiontestによ り計 数 しCILの 細 胞 傷 害 活 性 の抗 原 特異 性
を 検 討 した(Fig.3-7)。 そ の結 果 、B3-CILのBC47に 対す る細 胞 傷 害 活 性 は、HBJ127
mAbに よ って は 影 響 を受 け な か った が 、B3mAbに よ り阻 害 され る こ とが示 され た。 一方 、
HBJ127-CILのT24に対 す る細 胞 傷 害 活 性 はHBJI27mAbによ って の み阻 害 され る こ とが
示 され た 。 これ らの結 果 は 、CILの 細 胞 傷害 性 はCILと 標 的細胞 との抗 原 抗 体 反 応 を 介 し


















































Na'/K'イオ ン勾配 を用 い てadriamycinを封 入 したB3-CILおよ びHBJ127-CILはそ れ
ぞれ 対 応 す る膀 胱 癌 お よ びTlymph。maに対 し、抗原 特 異 的 に結 合 し、 その結 合量 は いず
れ の 場 合 に お い て も膀 胱 癌 がTlymph。maに比 べて高 値 を 示 した。 この差 異 は!2～1標 識
抗gp125mAbを 屠 い たScatchrdplotanayisisの結 果 、標 的細 胞 上 のgp125抗 原 量 に
依存 して お り、 標 的細 胞 に対 す る抗 体 の親 和 性 の関与 は この系 で は認 め られ な か った 。
これ らのCILのinvitroに お け る標 的細 胞 傷害 性 を検討 した結 果 、B3-CILお よ び
HBJ127-CILはと もに対応 す る膀 胱 癌 に対 して 抗原 特 異 的 な細 胞 傷 害 性 を示 したが 、T
lymphornaに対 す る作 用 は 弱 か った。 これ は上 述 の抗 原 特 異 的 なCILの 結 合量 の差 異 に よ
る もの と考 え られ た。
CILの細 胞 傷害 活 性 発現 に関 与 す る因 子 と して1)リ ボ ソー ムの安 定 性2)標 的 細胞
に対 す る結 合 能3)標 的細 胞 へ 結合 後 のCILか らの薬 物 の放 出速 度4)結 合 したCIL
を標 的細 胞 がendocytosisする度 合等 が 考 え られ る。C【Lやi皿mm。toxinが 効 果 的 に作
用 を発 現 す るた め に は、一 般 に、 結合 後 の標 的細 胞 内 へ のinternalizationが重 要 で あ る
と考 え られ て い る(63'64・68・69・)。しか しなが ら、 一方 、巧 妙 に選 択 され た 脂 質組 成 か
らな るCILは 標 的 細胞 に結 合 後 速 やか に その 内容 物 を放 出す る こ と も知 られ て い る(7e〕。
今回 用 いたCILは 薬物 保 持 の観 点 か らは比 較 的安 定 で あ る と考 え られ 、抗gp125-CILの
細 胞 傷 害 活性 の作 用 機構 およ び膀 胱 癌 とTlymphomaに対 す る細 胞 傷 害 活 性 の差 異 の原 因
を明 か とす る た め には標 的 細胞 側 のendocytosis効果等 の検 討 が必 要 で あ る と考 え られ る。
本 研 究 に お いてgp125抗 原 系 は膀 胱癌 に対 す るCILの 標 的 抗 原 と な り うる ことが 示 さ
れ た 。 抗9P125-CILのinvivoにお け る抗 腫瘍 効 果 は今 後 の研 究 課 題 で あ る が 、9P125
抗原 は膀 胱 癌 にお い て癌 部 に の み強 く発 現 して い る ことか ら、少 な くと も膀 胱 癌 の局所 治
療 へ の適 用 は 有 望 で あ る と考 え られ る。
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第五章 総 括
1975年K6hlerとMilsteinによ り確 立 され たmAb作 製技 術 は 医学 、生 物 学 分野 に導
入 され 、特 に 、 細 胞 の分 化 ・増 殖 に重 要 な役 割 を 果 たす 細胞 膜 上 の機 能分 子 の同定 ・解 析
に威 力 を発 揮 して い る。 本 研 究 に おい て 細胞 増殖 関 連 抗原(gp125)に対 す るmAbを 用 い




gp125抗原 の リ ンパ 球 上 へ の 発現 に はproteinkinaseCの活性 化 お よび カ ル シ
ゥム イ オ ンの動 員 の 両 者 が必 要 で あ る
細 胞・内c-AMP濃 度 の上 昇 は9P125発 現 に対 して抑 制 的 に作 用す るがc-GMPは
影 響 を示 さ な い
リン パ球 活 性 化 の初 期過 程 に お いてgp125の 発 現 はTrfRの 発現 に先 行 す るが 、
分 裂 後 の リンパ球 で はTrfRの 速 や か な 消失 に対 し、gp125(B3抗原)は 比 較 的
長期 間 残 存 す る
が 明 か と され た。






が 明 か と され た。
あ る と推 定 され 、T細 胞 の分 化 ・増 殖 機構 解 析 の 有 用 なmarkerと な る と期 待 され る。
現 在 、mAbは 既 に そ の優 れ た特 異 性 お よ び均 一性 か ら癌 の診 断 、 治療 分 野 へ の応 用 が 試
み られ て い る が 、 今 回作 製 した抗gp125CILに っ い て
1)B3-CILお よ びHBJ127-CILは各 々対 応 す る膀 胱 癌 に 対 して抗 原特 異 的 な増 殖抑
制 作 用 を示 したがTlymphomaに対 す る作 用 は弱 い
2)Scatchardplotanalysisの結 果 、標 的 細 胞 上 の抗 原 量 がCILの 作 用発現 に関
与 す る
1F4mAbは ラ ッ トT細 胞 上 の分 子 量25,000の 抗 原 を認 識 す る
1F4抗原 はT細 胞 上 で分 子 量43,000と52,000の サ ブユ ニ ッ トか らな るhet-
erodimerと会 合 して い る
1F4mAbはT細 胞 のConA反 応 お よ びMLRを 阻 害 す る
1F4mAbはMMC処 理 自己脾 細 胞 とPMAの 存 在 下 、T細 胞 に顕 著 なDNA合 成 を
誘 導 す る
固 相 化1F4mAbはPMA非 存 在 下 で もT細 胞 に強 い増 殖 を誘導 す る
これ らの結 果 か ら1F4抗 原 は ラ ッ トCD3の いず れ か の サ ブユ ニ ッ トで
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が明か とされ、gpl25抗原 は膀胱癌 において癌部 にのみその発現 が強 く認 めれられ ること
より、少な くとも膀胱癌局所への適用の可能性が示 された。
以上の ごと くmAbの医学 ・生物学 の分野における重要性 は益 々大 きい もの となっている。
近年の遺 伝子工学的手法 を取入れたタ ンパ ク質工学の進展 に伴 い、現 在では任意の特異性
を有す る抗体 のデザ インなど も試み られてお り、mAbは基礎研 究のみな らず、感染症 、 自





雄 性SDラ ッ ト(静 岡 県 実 験 動 物 農 業 協 同 組 合)を6-10週 令 で 使 用 し た 。
1-2培 地
RPM【1640(日 水 製 薬)に 、1%炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 、10mMHEPES、1μMピ ル ピ ン 酸
ナ ト リ ウ ム 、2mML一 グ ル タ ミ ン 、100U/mlペ ニ シ リ ン 、60μ9/皿1カ ナ マ イ シ ン 、50
μM2-MEお よ び10%FCSを 添 加 し 用 い た 。 ま たMEM培 地(日 水 製 薬)に 同 様 な 添 加 物
を 加 え て 用 い た 。
1-3■Ab
MRCOX-26mAbl711(1gG:・i=抗ラ ッ トTrfR)お よ びMRCOX-39mAb'72'i(lgG1;抗 ラ
ッ トIL-2R)はSera-labよ り 購 入 し た 。 抗TaemAb〔73)(lgG2a;抗 ヒ トIL-2R)は 京
都 大 学 医 学 部 第 一 内 科 内 山 博 士 よ り 恵 与 さ れ た 。FITC標 識 抗 ヒ トTrfRmAb(lgG2a)は
BeetonDickinson社よ り 購 入 し た 。B3mAb(lgG1;抗 ラ ッ トgp125)お よ びHBJ127rnAb
(lgG1;抗 ヒ トgp125)は ハ イ ブ リ ドー マ 移 植 マ ウ ス 腹 水 よ り 、 硫 安 塩 析 後 、DEAEカ ラ
ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し た 。 ま たbiotin化 はN-hydroxysuceinimidylbio-
tin(Pieree)を 用 い て 行 っ た 。
1-4試 薬
PMA(Sigma)、A23187(Calbioehem)、forskolin(日 本 化 薬 株 式 会 社 よ り恵 与)、
dbc-AMP(Sigrna)、dbc-GMP(Sigma)、ConA(Sigma)、R/MFITC(Dako-patts)、
avidin-FITC(VectorLaboratories)を使 用 し た 。
1-5培 養 細 胞
ヒ トT細 胞 白 血 病 株Molt・一・4F(東 北 大 学 抗 酸 菌 病 研 究 所 、 橘 博 士 よ り 恵 与)お よ び
JurkatはRPMI1640培 地 に て 継 代 維 持 し た 。Donryuラ ッ ト肝 癌 細 胞AH-13お よ び ヒ ト
膀 胱 癌 細 胞MGH-U1はMEM培 地 に て 継 代 維 持 し た 。
1-6ラ ッ ト脾 臓T細 胞 の 調 整
脾 臓 を 動 物 か ら 無 菌 的 に 取 り 出 し 、 培 地 中 ピ ン セ ッ トで し ご き 、 浮 遊 細 胞 と す る 。 遠 心
洗 浄 後 、 混 在 す る 赤 血 球 を0.83XNH4Cl(Tris-HCI緩 衝 液)に て 除 去 す る 。 遠 心 洗 浄 後 、
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予 め5%FCS加RPMI1640培 地 で洗 浄 し37℃ に保温 して あ るナ イ ロ ン ゥー ル カ ラ ム上
端 か ら脾 細 胞 を流 入 させ て37℃ 、45分incubateする。 続 いて37℃ の5%FCS加
RPMI1640培地 にて ナ イ ロ ンウー ル非 付 着性 の細胞 を回 収 し、 脾 臓T細 胞 と して実 験 に 用
いた(7の。
1-7ヒ ト末 檜血 リンパ球 の 調整
健 常 人 末 梢 血 を無 菌的 に ヘパ リン採 血 し、 等 量 のPBSで 希釈 す る。 これ を等 量 のLym-
phoprep(Nycomed、比 重LO77)に 重層 し室 温 で3000rpm、30分 遠 心 し、末 梢 単 核 球 を
得 る。RPMI培 地 に て洗 浄 後 、plasticdish付着 性 細 胞 を除 去 し、 リンパ球 画 分 と して実
験 に用 いた。
1-8リ ンパ 球増 殖 反 応
ラ ッ トT細 胞 浮遊 液(2.5x106cells/皿1)0.2m1を96穴 プ レー トに分 注 し、種 々
の条 件 で刺激 剤 を加 え て48時 間培養 す る。 リンパ球 の増 殖 応 答 は、 培 養 終 了4時 間 前 に
[3H]TdR(0.5μCi/we11)を加 え その 取 り込 みを指 標 に算定 し た。
1-9細 胞 表 面抗 原 の解 析
1xIO6個 の 細胞 を飽 和 量(約1μg)の 未標 識mAbあ る いはbiotin化rnAbと4℃ 、
45分 反 応 後PBSで 洗 浄 し、 未 標識mAbはR/MFITCを 用 い て 、biotin化mAbはavi-
din-FITCを用 い て それ ぞれ4℃ 、45分 染 色 した。 細 胞 を洗 浄 後 、1%paraformalde-
hydeにて固定 し、FACSanalyzerを用 いて104個 の細胞 を解 折 した。
1-10活 性 化T細 胞 の静止 期 へ の再 誘 導
ラ ッ ト脾臓T細 胞(2.5x106cells/m1)をConA(5μg/ml)で48時 間刺 激 後 、
0.1Mα 一methylmannoside(α一MM)で細 胞 を 洗浄 し、 細胞 濃 度 を2x106cells/m1と し
た後 に、 刺激 剤 を用 い る こ とな く再 び培 養 し、経 時 的 にIL-2あ るい はConAに 対す る反
応 性 ま た は細 胞 表面 の抗 原発 現 を解析 した。
第2節 第3章付属実験
2-1動 物
雄 性F344ラ ッ ト、 雄 性ACI/Nラ ッ トお よ び雄 性Balb/cマ ウ ス(い ず れ も静 岡県 実験
動 物 農 業 協同 組 合 よ り購 入)を6-10週 令 で使 用 した。
2-2ラ ッ トCD3様 抗 原 に対 す るmAbの 作 製
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PMA(20ng/m1)+A23187(0.3μM)で6時 間 刺 激 し さ ら に18時 間 培 養 し たF344
ラ ッ ト脾 臓T細 胞 でBalb/cマ ウ ス を 免 疫 し 、polyethyleneglycol法に よ りBalb/cマ ウ
ス 由 来 ミ エ"一 マX63Ag8.653と 融 合 し、 抗 体 産 生 ハ イ ブ リ ドー マ を 得 た 。HAT選 択 後 、
ハ イ ブ リ ドー マ 培 養 上 清 中 の 抗 体 を1)F344ラ ッ トT細 胞 と 反 応 す る こ と お よ び2)
ラ ッ ト膀 胱 癌 細 胞BC47`75}と は 反 応 し な い こ と を 基 準 と し 選 別 を 行 っ た 後 、F344ラ ノ
ト脾 臓 細 胞 に 対 す るPMA(20ng/ml)と のco-stimulationassayにて1F4抗 体 産 生 ハ
イ ブ リ ドー マ を 選 択 しlimitingdilution法 に よ りclone化 し た 。IF4mAb(lgM一 κ)
は 、 ハ イ ブ リ ドー マ 移 植 マ ウ ス 腹 水 よ り50%飽 和 硫 安 塩 析 、SephacrylS-300gel漉 過
に よ り 精 製 し 、 以 下 の 実 験 に 用 い た 。
2-3他 の 国Abお よ び 標 識 二 次 抗 体
MRCOX-34珊Ab〔7ら)(lgGaa;抗 ラ ッ トCD2)お よ びMRCOX-52mAb(77i(lgG2,;抗
ラ ッ トT細 胞)はSero-tec社 よ り 購 入 し た 。Rl-3B3mAb(7s)(lgG2,;抗 ラ ッ トCD5)
は 札 幌 医 大 第 一 病 理 よ り 恵 与 さ れ た 。HBE10mAbi79'(lgM;抗 ヒ ト膀 胱 癌 細 胞KU-1)お
よ び236(IgM;抗 マ ウ ス メ ラ ノ ー マ 細 胞;札 幌 医 大 第 一 病 理 よ り 恵 与)は ラ ッ ト リ ン パ
球 に 対 す るnegativecontrolと し て 用 い た 。R/MFrTCお よ びR/RFITCはDakopatts





フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー
シ ン グ ル パ ラ メ ー タ ー 解 析
細 胞 を 飽 和 量(約1μg)の 抗 体 と4℃ 、45分 反 応 後PBSで 洗 浄 しR/M-
FITCで 染 色 後FACSanalyzerま た はFACScanを 用 い て 解 析 し た 。
2パ ラ メ ー タ ー 解 析
細 胞(1x106)をFITC標 識 抗 体 お よ びbiotin化1F4mAbと 反 応 後PBSで 洗
浄 し 、phycoerythrin(PE)conjugatedstreptavidin(BectonDickinsonlm-
munocytometrySystem)で染 色 後FACSeanを 用 い て 解 析 し た 。
Im■unoperoxidase染色
F344ラ ッ ト脾 臓 お よ び 胸 腺 の 凍 結 切 片 を 冷acetoneに て5分 間 固 定 後 、IF4mAbと 反
応 さ せ 、avidin-biotinnylatedperoxidaseeomplexkit(VectorLaboratories)を用 い
て 染 色 し た 。
2-6Antigenictodulationの 解 析
F344ラ ッ ト脾 臓T細 胞 浮 遊 液(2.5xIO6cells/mD2mlを1F4mAb(20μ9/ml)の
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存 在 下 あ る い は 非 存 在 下24時 間 培 養 す る 。PBSで 洗 浄 後 、 細 胞 を1F4・R1-3B3・OX-34
あ る い はOX-52と 反 応 後 、R/MFITCで 染 色 しFACSanalyzerを 用 い て 解 析 し た 。
2-71nmunopreeiPitationに よ る1F4抗 原 の 生 化 学 的 解 折
1)NP-・40extactか ら のimmunoprecipitation
F344ラ ッ ト脾 臓T細 胞(1x108)を20mMglucoseを 含 むPBSlmlに 浮 遊 さ
せ 、Nai251(1mCi)を1actoperoxidase-glucoseoxidase法に よ り 標 識 し た 。
細 胞 表 面 抗 原 の 化 学 架 橋 は 、DSP(100μg/m1)(PierceChemicalCo.)を 加 え 、
室 温 で30分 行 い`s9)、Tris-bufferedsaline(TBS)で洗 浄 し 反 応 を 終 了 さ せ た
〔8D
。1251標 識T細 胞 をO.5%NP-40お よ び1mMPMSFを 含 むTBSで 可 溶 化
し 、normalmouseIg結 合Affigei-10(Bio・-Rad)にてpreclear後 、 工F4mAb
あ る い は3C6mAb(negativecontrol)を 結 合 し たAffigel-10を 用 い て 免 疫 沈
降 を 行 っ た 。 抗 体 結 合Affigelは0.5%NP-40、0.5%deoxycholate、O.04M
EDTA、10mMKI、0.05%NaN3を 含 むTBSで 洗 浄 後 、 抗 原 をSDS-PAGEsample
bufferで 溶 出 しSDS-PAGEの 後autoradiographyを行 い 対 応 抗 原 を 決 定 し た 。
2)digitoninextractか ら のimmunoprecipitation
同 様 に1251標 識 し たF344ラ ッ トT細 胞 を1%digitonin(和 光)、1mM
phenylmethylsulfonylfluoride(PMSF)を含 むTBSで 可 溶 化 し 、 同 様 に 抗 体 結
合Affigel-10を 用 い て 、 免 疫 沈 降 を 行 う 。 抗 体 結 合Affige1は1%digito-
nin、1mMPMSFを 含 むTBSで 洗 浄 し 、 同 様 に 解 析 し た 。
2-81F4iAbに よ る ラ ッ トT細 胞 の 活 性 化 阻 害
F344ラ ッ ト脾 臓T細 胞(2.5x106cells/ml)のConA反 応(5μg/ml)お よ び 同 数
のACI/Nラ ッ ト脾 細 胞 に 対 す る 肌Rの 培 養 系 にIF4mAb(20μg/ml)を 加 え 、 各 々48
時 間 お よ び72時 間 培 養 後 の[3H]TdR取 り 込 み に 及 ぼ す 影 響 を 検 討 し た 。IL-2産 生 は
CTLL-2を 指 示 細 胞 と し て 測 定 し た 。 ま た1F4mAbで24時 間 前 処 理 し た 細 胞 をPBSで
洗 浄 しallo抗 原(ACI/Nラ ッ ト脾 細 胞)に 対 す る 反 応 性 の 回 復 を 検 討 し た 。
2-91F4■Abに よ る ラ ッ ト 丁 細 胞 の 増 殖 誘 導
F344ラ ッ ト脾 臓T細 胞(2.5xIOe」)とMMC処 理 自 己 脾 細 胞(2.5x105)を200μ1
の 培 養 液 中 、PMA(20ng/ml)存 在 下 あ る い は 非 存 在 下 に 種 々 の 抗 体 で 刺 激 し 、48時 間 培
養 後 の[3H]TdR取 り 込 み を 測 定 し た 。
2-10固 相 化1F4■Abに よ る ラ ッ トT細 胞 の 増 殖 誘 導
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IF4mAbの固 相化 は96wellplasticplateに種 々の 濃度 のIF4mAb(PBS溶 液)を
加 え37℃ で3時 間incubateする こと によ り行 った。 ここ にF344ラ ッ ト脾 臓T細 胞
(2.5x105)を加 え 、PMA(20ng/ml)存在 下 あ る いは非 存 在 下 に48時 間培 養 後 の




(DPPE)、cholesterolおよ びvalinomycinは シ グ マ 社 よ り 購 入 し た 。lodogenお よ び
m・-maleimidobenzoy1-N-hydr。xysuccinimideester(MBS)はPierce社よ り 購 入 し た 。
SPDPは フ ァ ル マ シ ア 社 よ り 購 入 し た 。[3H]TdR、Cholesteryl[1-1aC]oleateおよ びNa
12EIは ア マ シ ャ ム 社 よ り 購 入 し た
。Adriamycinは 協 和 発 酵 工 業 よ り 供 与 さ れ た 。
3-2培 養 細 胞
Nitrosamine誘発ACI/Nラ ッ ト膀 胱 癌BC47お よ び ヒ ト膀 胱 癌T24は10%FCS加
DMEM培 地 に て 継 代 維 持 し た 。Propylnitrosourea誘発F344ラ ッ ト胸 腺 腫FTL-13`32,
お よ び ヒ トT細 胞 白 血 病 株Molt-4は10%FCS加RPMI1640培 地 に て 継 代 維 持 し た 。
3-3■Ab
B3mAb(lgGi;抗 ラ ッ トgp125)お よ びHBJ127mAb(lgGi;抗 ヒ トgpl25)は そ れ ぞ
れ ハ イ ブ リ ド ー マ 移 植 マ ウ ス 腹 水 か ら50%飽 和 硫 安 塩 析 、DEAEカ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ り 精 製 し 使 用 し た 。
3-4SPDPを 用 い た ロAbへ のSH基 の 導 入 卸
予 め0.1MNaClを 含 む0,1Mリ ン 酸 緩 衝 液 、pH7.5に 透 析 し たmAb(5mg/ml)2
mlに 、15.6mMSPDPエ タ ノ 一ール 溶 液20μ1を 加 え 穏 や か に 撹 は ん し な が ら23℃
30分 反 応 し た 硫 、0.1MNaClを 含 む0.1M酢 酸 緩 衝 液 、pH4.5で 平 衡 化 し たSepha・一
dexG25カ ラ ム を 用 い 抗 体 と 過 剰 の 試 薬 を 分 離 す る 。 次 に 抗 体 溶 液 にdithiothreitol
(50mM)を 加 え23℃30分 還 元 し た 後 、169mMグ ル タ ミ ン 酸 を 含 むHEPES緩 衝 液 、
pH6.8(K`緩 衝 液)で 平 衡 化 し たSephadexG25カ ラ ム を 用 いSH化 抗 体 と 過 剰 の 試 薬
を 分 離 し た 。SH基 を 導 入 し たB3皿Abの 活 性 はBC47を 標 的 細 胞 と し た 肌ISAで 決 定 し
た 。
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3-5抗 体 修 飾 リ ボ ソ ー ム の 作 製
橋 本 ら の 方 法(62・84,に 準 ヒ て 抗 体 修 飾 リ ボ ソ ー ム を 作 製 し た 。 即 ち 、DPPC25μmo1、
cholesteror17.5μrnolおよ びN-(m-maleimidobenzoy1)dipalmitoy!phosphatidyleth-
anolamine(MBPE)2.5μmolの ク ロ ロ ホ ル ム 溶 液 か ら ク ロ ロ ホ ル ム を 留 去 す る こ と に よ り
均 一 な1ipidfilmを 作 製 後 、K+緩 衝 液5mlを 加 え 、 激 し く震 と う す る こ と に よ り
multilamellarvesicles(MLV)を作 製 す る 。 こ れ を 超 音 波 処 理 す る こ と に よ りSUVを 作
製 後 、 凝 集 し た リ ボ ソ ー ム を10000xg、10分 の 遠 心 操 作 に よ り 除 去 し4mlのsmall
unilamellarvesicles(SUV>画分 を 得 る 。 こ れ にSH化 抗 体(1mg/ml)2miを 加 え 、
37℃ 、1時 間 反 応 後 、cysteine5皿gを 加 えSUV上 の 過 剰 のmaleimido基 をblockし
た 後 、150皿MのNaClを 含 むHEPES緩 衝 液 、pH7.5(Na"緩 衝 液)で 平 衡 化 し た
SepharoseCL-4Bカラ ム を 用 い 、 抗 体 修 飾 リ ボ ソ ー ム と 未 結 合 の 抗 体 を 分 離 し 、 同 時 に
K"を リ ボ ソ ー ム 内 、Na'を リ ボ ソ ー ム 外 と す る イ オ ン勾 配 を 作 製 し た 。14C標 識 リ ポ ソ
ー ム は 、cholestery1[1-・]4C]01eateを脂 質 混 合 液 中 に 加 え 、 同 様 に 作 製 し た 。 リ ボ ソ ー ム
に 含 ま れ る 脂 質 お よ び 抗 体 量 は 、 橋 本 ら の 方 法 「ら2'84)に よ り 決 定 し た 。
3-61Lへ のadria■ycinの 封 入 「66'67♪
予 め イ オ ン 勾 配 を 作 製 し たILにadriamycin(20μ9/μmollipid)とvalin。mycin
(0.5μg/μmollipid)を 加 え37℃ 、4時 間iacubateしadriamycinを 封 入 し た 後 、
Na+緩 衝 液 で 平 衡 化 し たSepharoseCL-4Bカ ラ ム を 用 い 、CILと 未 封 入 のadriamycin
を 分 離 す る 。CILはpolycarb。natefilter(poresize;0.4μm)を 用 い て 濾 過 滅 菌
し 、 実 験 に 用 い た 。 ま たadriamycin濃 度 は0.5%TritonX-100で リ ボ ソ ー ム を 可 溶 化
後480nmの 吸 光 度 を も と に 決 定 し た 。 脂 質 お よ び 抗 体 量 は 、 橋 本 ら の 方 法c62'84)に よ
り 決 定 し た 。
3-7Bindi皿gassay
14C標 識 し た 種 々 の リ ポ ソ ・一 ム 検 体 を200μ1の10%FCSを 含 む 培 養 液 にsuspend
し た 標 的 細 胞(5x105eells)に 脂 質 終 濃 度300μMに な る よ う に 加 え37℃ 、30分 反
応 後 、 細 胞 をPBSで3回 洗 浄 す る 。 細 胞 をsoluene(Packard)で 可 溶 化 し 、 細 胞 に 結 合
し た 放 射 活 性 を 測 定 し た 。Competitivebindinginhibitionassayは、500μgのmAb
を 添 加 し 、 同 様 に 行 っ た 。
3-7Scatchardplotanalysis
B3mAbお よ びHBJ127mAbはiodogen法{s5)に よ り1251標 識 し た(比 放 射 活 性;
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1x104cpm/ng)。種 々 の濃度 の1251標 識mAbを0.1%BSAを 含 むPBSにsuspend
した標 的細 胞(3x105)に 加 え200μ1ど す る。4℃ 、60分 反応 後、PBSで3回 洗浄
し・細 胞 に結 合 した 放射 活 性 を測定 した。1251標 識mAbの 非 特 異的 結 合 は、1000倍 の
非 標 識mAbを 共 存 さ せ同 様 の操 作 を行 い決 定 した。
3-8Cytotoxicityassay
Cytotoxicityassayは標 的細 胞 の['H]TdR取 り込 み の 測定 お よ び生細 胞 の計 数 によ り
行 った 。 種 々 の 濃度 のadriamycinおよ びCILを200μ1の10%FCSを 含 む培 養 液 に
suspendした 標 的細 胞(1xIO5)に 加 え37℃ 、30分96vell丸 底plateで 反 応 さ せ
る。Plateの 各we11をPBSで3回 洗 浄 した後 、200μ1の10XFCSを 含 む培 養 液 に
suspendし・ そ の20μ ヱ を96well平 底plateに 移 し180μ1の10%FCSを 含 む 培 養
液 を加 え24時 間培 養 後[3H]TdR取り込 み を 測定 した。Competitiveinhibitionassay
は・250μ9のmAbの 存 在 下 あ るい は非 存 在 下 に、 同 様 にCILと 標 的細 胞 を反 応 させ る。
P正ateの各we11をPBSで3回 洗 浄 した後 、200μ1の10%FCSを 含 む培 養 液 にsusp-
endし・ そ の20μ1を24wellplateに 移 し、1mlの10%FCSを 含む 培 養 液 を加 え
4日間培 養 後 、 ト リパ ンブ ル ーを 用 い て生 細胞 を計 数 した。
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